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PATHOLOOIE RESPIKATOIRE DES BOVIMS 

La presence invention a trafr i 
permectanc la vaccination H I '^^ "^«in 

patHoio.ie .espirat^e e" a . 

de vaccination co.respondante. " * ™^ 

Tous ies bovins sont porteurs de virus et d» K - 
Potentiene.ent pat.o..nes * das de,r*s tr J vtri^Xer^-^^ 

respiratoires. Us =ont- «r, ^ ^ -lesions des voies 

j.xs> sonc ensuice exc-rohac. « 

peuvent alors conta^iner d.autres a™ ' '""'"^V 

notaJe^' li^^ir/^ralA"" °" 

r. ' ■ parainfluenza de type 3 (pt 

pathogenecite propre moderee le vir,„ - -l^^J.^ ^ ' ^® 

bovin msv, et l..erp.s virus llJ^Z^'::^'"'^- 

de la rinotrach^ite infectieuse bovLe ,Tbr, de" IT'' "'"'^ 
propres elevees. de pathogenicit^s 

Un autre virus particuliSrement important 
i^unodepresseur et ses effets n«astes sur la re^ 
le virus de la maladi» h= J^eproduccion esc 

(BVDV,. "'"'^^""^ Pescivirus bovin 

d.hj::b:::i:;^ :r™ :: ^^"-^ ^'^-^ — « 

syndrome grippal et de fyr.„^i 

secondaire avec app^rl 1 1 d'^K ^"-e phase 

infections bacc.r ennes " t""?"""'™""'^^ '"^^ ^ 
encra.ner la r...r:::2,JL::T^:r'''"'''''' ^ ^ 
l'i»unod.pressxon consecucive 41 infelc ^""^''"^^ 
I'infecciondesmacropbagespar PI 3 - P« 

peuvenc apparaicre, coJe des .voic' 

II paralc done necTssalr. T " 
prevencion efficace con^ , """" 

dans la pacboior ™r::oL" 1:;^^ 

concrr ^^JcLr^":: -sociadons de vaccins 

certains virus responsables de la n^^ho^ • 

xa patnologie 
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r-^spiratioire- des bovins . 

Les associations developpees jusqu'a present etaient 
realisees a partir de vaccins inactives ou de vaccins vivants 
et eventuellement de melanges de tels vaccins. Leur mise en 
5 oeuvre pose des problemes de compa.tibilite entre valences et de 
stabilite. II f aut en effet assurer a la fois la compatibilite 
entre les differentes valences de vaccin, que ce soit au plan 
des differents antigenes utilises ou au plan des formulations 
elles-memes, notamment dans ie cas ou 1 ' on combine ^ la fois 

10 des vaccins inactives et des vaccins vivants. II se pose 
egalement le probleme de la conservation de tels vaccins 
combines et aussi de leur innocuite notamment en presence 
d' adjuvant. Ces vaccins sont en general assez coQteux. 

Les demandes de brevet WO-A-90 11092, WO-A-93 19183, WO-A- 

15 94 21797 et WO-A-95 20550 ont fait usage de la technique 
recemment developpee des vaccins polynucleotidiques . On sait 
que ces vaccins utilisent un plasmide apte a exprimer dans les 
cellules de I'hote I'antig^ne insere dans le plasmide. Toutes 
les voies d' administration ont ete proposees ( intraperitoneale, 

2 0 intraveineuse, intramusculaire, transcutanee, intradermique, 

mucosale, etc.). Differents moyens de vaccination peuvent 
egalement etre utilises, tels que ADN depose ^ la surface de 
particules d'or et pro j ete de fagon a p^netrer dans la peau de 
I'animal (Tang et al, . Nature 356, 152-154, 1992) et les 
25 injecteurs par jet liquide permettant de transfecter k la fois 
dans la peau, le muscle, les tissus graisseux et les tissus 
mammaires (Furthetal., Analytical Biochemistry, 205, 365-358, 
1992). 

Les vaccins polynucleotidiques peuvent utiliser aussi bien 

3 0 des ADN nus que des ADN formulas par exemple au sein de 

liposomes ou de lipides cationiques . 

G. J.M. COX a dej^ propose la vaccination polynucl^otidique 
centre 1' herpes virus bovin de type 1 dans J. of Virology, 
Volume 67, n° 9, septembre 1993, 5664-5667. Les auteurs ont 
3 5 notamment decrit des plasmides integrant les g^nes gl (gB) , 
glll (gC) et gIV (gD) . 

Dans Vaccine, Volume 13, n^ 4, 415-421, 1995, J.E. CROWE 
presente une revue generale sur les differentes methodes de 
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■vaccination concre 1& \r^r'^^^ 

iLre ie virus respiracoire syncitial ^f- 

das pcss.bili.,. Offerees pa. ias te.^nij/s tL7,'''°^'^ 
vaccnat.on et sugg4r. si„ple„e„t que T ted , 
polynuc:leoUdl^e pourralt .t.e u.n" 
scrategx. d. i^uni.a.ion contra RSV et pr , 
construction de plasmide ni result, f ^. • Aucuna 

contra ces virus n'est decrit I ^es bovins 

^^crit dans ce document. 
L invention sa propose done de tournir „n= . 
vaccin multivalent permettanh ^. "^""rair une formula de 

i'- permettant d'assurar une vaccin,n„„ 
un certain nombre de virus r,.,^. • vaccination contra 

.ans la pat.ologia rasplratlir^-driTv^nrerrsT ""'^^^ 
vaccination efficace centre cetta pat ho^gla ""^ 

.crmui": r^rr^LtArr^r " 

pr^sentant tou. las Srltd^^-^"^-^'^'--'- 
stability des valances rtt euer" " ^"""^"^""^^^ " ^ 

formu": :rv:ctn":ie':t"tT"°" '"--^^^ 

dans un meme vehicule assocxer dxfferentes valences 

La presente invention a done pour obiat „n= f 
vaccin notammant contra la oath„, «on.ule de 

compranant au moins trois vaM I'd" "^^""^^ '=°-ins. 
ccmpranant cKacune un pTasl^ ttX^t^^dT """"'^^ 
l-exprimer in vivo dans las cellule " * 

valance de pat.og.ne respirLo "a boCin valef"^ """^ 

choisias par„i le groupe consistent en v^^s .e^l b ^ 
Virus resniT-;=ihoi ■ . vA-crus fterp^s bovm, 

respiratoire syncicial bovin virn«, i , 

muqueuses et v-i^,,. ^® maladie des 

q euses et virus parainfluenza de cyoe 3 i 
comprenant, pour chaque valence un / f Plasmides 
choisis parmi le aroiT. Plusieurs des genes 

groupe consistant en gB et go pour le virus 
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herpes bovin, 'F et G pour le virus respiratoire syncitial 
bovin, E2 , C + El + E2 et El + E2 pour le virus de la maladie 
des muqueuses, HN ec F pour le virus parainfluenza de type 3. 
Par valence, dans la presents invention, on entend au 
5 moins un antigene assurant une protection centre le virus du 
pathogene considere, la valence pouvant contenir, a titre de 
sous-valence, un ou plusieurs g^nes naturels ou modifies d'une 
ou plusieurs souches du pathogene considere. 

Par gene d' agent pathogene, on entend non seulement le 
10 gene complet, mais aussi les sequences nucleotidiques 
differentes, y compris fragments, conservant la capacite a 
induire une reponse protectrice. La notion de g^ne recouvre les 
sequences nucleotidiques equivalentes k celles decrites 
precisement dans les exemples, c'est-a-dire les sequences 
15 differentes mais codant pour la meme proteine. Elle recouvre 
aussi - les sequences nucleotxdii^iTOl^r^ du 
pathogene considere, assurant une protection croisee ou une 
protection specif ique de souche ou de groupe de souche. Elle 
recouvre encore les sequences nucleotidiques qui ont ete 
20 modifiees pour faciliter 1' expression in vivo par 1' animal hote 
mais codant pour la meme proteine. - 

De preference, la formule de vaccin selon 1' invention 
comprend les quatre valences. 

En ce qui concerne la valence BHV, on pref^re mettre en 

2 5 oeuvre les deux genes codant pour gB et gD, dans des plasmides 

differents ou dans un seul et meme plasmide. Eventuellement , 
mais d'une fagon moins preferee, on peut utiliser I'un ou 
1' autre de ces genes. 

Pour la valence RSV, on utilise de preference les deux 

3 0 genes G et F integres dans deux plasmides differents ou dans un 

seul et meme plasmide. Eventuellement , mais de faqon moins 
preferee, on peut uiiliser le g^ne F seul- 

Pour la valence 3VD, on pref6rera utiliser un plasmide 
integrant le gene E2 . Eventuellement, mais de fagon moins 
3 5 preferee, on peuc uciliser un plasmide codant pour El et E2 
ensemble ou pour 1' ensemble constitue par C, El et E2 . 

Pour la valence PI-3, on pref^re utiliser 1' ensemble des 
deux genes HN et F dans deux plasmides differents ou dans un 
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seul et meme p'lasmidp nr^ 

g^ne HN. " uni^e.e„t u 

une formule de vaccin prefers selon !• invention c„ 
assure !■ expression des genes g3 et go de r 
RSV, E2 de BVD et HN et P de PI-3 ' ° " ^ 

La Eormule de vaccin selon 1 ■ invention pourra se =.0 
sous un volume de dose co^pris entre 0,1 etVo ' 
particulier entre 1 et 5 ml. ®" 

La dose sera generalement comprise entre 10 ng et 1 m. h 
prererence entre 100 ng et 500 ^g et plus nrlf 
encore entre 1 ^g et 250 a. . . P^^f erentzellement 

et 250 ^g par type de plasmide. 

piacJ-^\T::j:j:i-~ ^ 

l-eau physiologi^e ,NaCl 0 9 de T " 

etc. on pe.t .ien ^ntenL" .tfusrt: ^eTre^ 
vaccin pol^.cl.otidi^e d^c.ites dans 1 ■ art l^^U': 

Chaque Plasmide co^prend nn promoteur apce l a. 
!■ expression du gene insure sous sa di! ^ " 
cellules hates. Ils^aclra^n . "^ " dependance dans les 

£crt et en particuUer T" '"""^"^ 

cytomegalovirus CMv-l/ d' ri,i„e1L„ ^'^ 

a origxne humaxne ou murine m, «r,^ 
eventuellement d-une autre origine telle guT "t 
cobaye. ^® cochon, 

De maniere plus generale, le promotaur pourra etre soi^ 
d'or.gxne virale. soit d'origine cellulaire CoZ 
viral autre que cmv-ie. on peut citer it Promoteur 
tardif du virus sv4n . Promoteur precoce ou 

air du vxrus SV40 ou le promoteur LTR du virus du Saroo„,o ^ 
Rous. II peut aussi s'aair H-, ^^^^^ du Sarcome de 

P^ov.e. . ,^,::re i?pl:o~rU Tgl/-^ 

.'ungrr:::::::,:::r\r- ^^-^ - — 

la destine (BolmonT-t aj T . ''^ Promoteur de 

and Pathology, . o ^2 [T^Z 

1989, 78. 243-254, ou en. ^ "^'"^ ' ' 

^54). ou encore _^le promoteur de I'actine 

Lorsque plusieurs a^nes ^or,^ - 

yenes sont presents cifMis i„ 
plasmide, ceuxi-ci oeuv^nh ^ «sencs dans le meme 

^^anscription ou ^Z'z::::^^:^ " '^^ 

La coml^inaison des differentes valences du vaccin selon 
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invention peu't etre .ef f ectuee , de preference, par melange de 
plasmides polynucleotidiques exprimant le ou les antigenes 
de chaque valence, mais on peut egalemenc prevoir de faire 
exprimer des antigenes de plusieurs valences par un meme 
5 plasmide. 

L' invention a encore pour objet des formules de vaccin 
monovalent comprenant un ou plusieurs plasmides codant pour un 
ou plusieurs genes de 1 ' un des virus choisis parmi le groups 
Gonsistant en BRSV, BVD et PI-3, les genes etant ceux decrits 

10 plus haut. En dehors de leur caractere monovalent, ces formules 
peuvent reprendre les caracteristiques enoncees plus haut en ce 
qui concerne le choix des g^nes, leurs combinaisons , la 
composition des plasmides, les volumes de dose, les doses, etc. 
Les formules de vaccin monovalent peuvent etre utilisees 

15 (i) pour la preparation d'une formule de vaccin polyvalent tel 
que decrit plus haut, (ii) 4- titre indiyiduel centre la 
pathologie propre, (iii) associees k un vaccin d'un autre type 
(entier vivant ou inactive, recombinant, sous-unite) contre une 
autre pathologie, ou (iv) comme rappel d'un vaccin comme decrit 

20 ci-apr^s. 

La presents invention a en . effet encore pour objet 
.1 ' utilisation d'un ou de plusieurs plasmides selon 1' invention 
pour la fabrication d'un vaccin des tins a vacciner les bovins 
primo-vaccines au moyen d'un premier vaccin classique du type 

25 de ceux de I'art anterieur choisi notamment dans le groups 
consistant en vaccin entier vivant, vaccin entier inactive, 
vaccin de sous-unite, vaccin recombinant, ce premier vaccin 
presentant, c'est-a-dire contenant ou pouvant exprimer, le ou 
les antigenes code(s) par le ou les plasmides ou antig6ne(s) 

3 0 assurant une protection croisee. 

De maniere remarquable, le vaccin polynucleotidique a un 
effet de rappel puissant se traduisajit par une amplification de 
la reponse immunitaire et 1 ' instauration d'une immunite de 
Iqngue duree. 

35 De maniere " generals, les vaccina de primo-vaccination 

pourront etre choisis parmi les vaccins commerciaux disponibles 
aupres des differents producteurs de vaccins veterinaires . 

L' invention a aussi pour objet un kit de vaccination 
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regroupant un vaccin de nr-.rr,^ 

ccin de primo-vaccination tel aue decri ^ ■ 
dessus ec une formuie de va^rin , , aecrit ci- 

ae vaccin seion i' invention r>^ 
rappei. Elie a aussi trail- a . n^ention pour le 

1.- . ^ "''^ formuie de vaccin 

.nvent.on acco.pagn.e d'une not.ce .ndiquant l-usagede 
formuie comma rappei d'une or^:n. ^ i usage de cette 

ci-avant. ' ' cxnation telie que decrite 

La presente invention a. egalement pour objet une . 
de vPf-f-i naHi ^r, -J uojec une methode 

ae vaccination des bovins cont-e la n^t-h^i 

v^uL.e la pathologie respiratn i r-o 
comprenant 1 ' administration ^ . f , ^P^ratoire, 
^.n. ^acion de ia formuie de vaccin efficacp 

telle que decrit plus hauf r^hf- • ^^^^icace 

Hius naut. Cette methode de vaccina h-i^ 
comprend 1 ' administration d'une ou , • ""^^^'"^^^^n 

, u une ou de plusieurs dosf^^: 

formuie de vaccin, ces Hr,«o. aoses de 

Les forinules de vaccin <!i»i«„ i.- 
^ • . vaccin selon 1' invention pourront ^r^^ 

ad™.n.st.*e3. dan. le ca.« cette n,.thc.e J ...Zllon 
par les di„..ente3 voies ..a*.i„.3tration p.cpo3.e3 Zs lZ 
nter.eur pou. U vaccination poiynucUotiai,ue et au .o en 1 
techniques d'administration connues. ' 

L'invention a encore pour cbjet la methode de vaccination 
con3.3tant . .ai.e .ne pri.o-vaccination telle que d.c! ' ^ 

"inltLn;" "^"^ - - — 

l.inv!ntl ""^ -"^"^^^^ -ion 

n dol e'.r ^""'""'^ ''"^-^ ^ 1'—^. 

nacttr '^^^ 
inactive, vivant, attenue ou reco^inant. ou encore an vacCn 

de sou3-unite de .aeon a assure, une pr..o-vacc.nation, et 2 

reeetence dans un d.lai de 2 a e se.a.nes. on .s'su. 

J administration du vaccm polyvalent ou monovalent se.n 

eorJerr""" """""^ ""''"^^ de preparation des 

ormules de vaccin, a savoir la preparation des valences et 
leurs melanges, telle qu'ene resso■•^ h 

^ resso.t de cette description. 
L invention va etre maintenant decrite plus en details . 
ide de modes de realisation de l^mventioa pris en r.i-.rence 
aux dessins annexes. - - c^cLence 
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Plasmide pVR1012 

Sequence du gene BHV-1 ST gB 

Construction du plasmide pPB156 

Plasmide pAB087 

Plasmide pABOl 1 

Plasmide pABOl 2 

Plasmide pAB058 

Plasmide pAB059 

Plasmide pAB060 

Plasmide pAB071 

Plasmide pAB072 



Liste des sequencefs SEQ ID N** 





SEQ ID N** 


1 : 


Sequence du gene BHV-1 gB (souche ST) 


15 


SEQ ID N° 


2 : 


Oligonucleotide PB234 




SEQ ID N° 


3 : 


Oligonucleotide PB235 




SEQ ID N'' 


4 : 


Oligonucleotide AB162 




SEQ ID 


5 : 


Oligonucleotide AB163 




SEQ ID N° 


6 : 


Oligonucleotide AB026 


20 


SEQ ID N° 


7 : 


Oligonucleotide AB027 




SEQ ID NO 


8 : 


Oligonucleotide AB028 




SEQ ID 


9 : 


Oligonucleotide AB029 




SEQ ID N« 


10 


: Oligonucleotide AB1 1 0 




SEQ ID 


11 


: Oligonucleotide AB1 1 1 


25 


SEQ ID N° 


12 


: Ologonucleotide AB1 1 4 




SEQ ID 


13 


: Oligonucleotide AB1 1 5 




SEQ ID N° 


14 


: Oligonucleotide AB1 1 6 




SEQ ID 


15 


: Oligonucleotide AB1 1 7 




SEQ ID N" 


16 


: Oligonucleotide AB1 30 


30 


SEQ ID 


17 


: Oligonucleotide AB1 31 




SEQ ID N° 


18 


Oligonucleotide AB1 32 




SEQ ID 


19 


: Oligonucleotide AB133 
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EXEMPLES 



Exemple 1 : Culture des virus 

Les virus sont cultives sur lp Qx/ctor^^^ « m * . 
c . systeme cellula.re approprie jusqu'a obtention h- 

a, culfvees en ..eu .,ni... e.en«e, «e Ea^a ...eu ..MEM, : 
au,re . ,au app,opn., son, inocul.as avac ,a souc.e v.a,a en o.llsan 

una ™„p.P., a.Wec«on .a ,. Uaa ce„u,es ,n,ac.es spn, a.c. .c. 
'0 37 C pendant le temps nScassaira i ("apparition d'un effe, cvtona.h 
complet (en moyanne 3S heures). cytopath.qua 

Exemple 2 : Extraction des ADNs genomiques viraux 

Apr.s oulture, ,e surnagean, a, ,es =e„u,as lys.es sont r.ooit.as at ,a totaiit. da 
15 ,a suspans,on virale est oantrifug.a ^ ,000 g pendant ,0 minutes 4 . 4«c 
pour .liminer ies d.bris ce.lulaires. Les particules viralas sont alors r.co.t.es par 
uitracantnfugation . 400000 g pendant , haure . . 4»C. La cuiot as, rapris 
<ians un volume minimum da tampon (Tris ,0 mM, EDTA , mM) Cane 
20 ZTZ "'"Z^"'' "-'^i-- M 1 00 .g/ml «nal, en 

37 C. L ADN v,ral as, ensuita axtrai, avec un melange da ph.nol/ohiorCorma 
PUIS pr*c,p,,6 avec 2 volumes d'.thanol absolu. Apr.s un, nui. a - 20=C TADN 

25 etra d,gar« par das enzymes da restriction. 

Exemple 3 : Isolement des ARNs genomiquas viraux 

Las Virus a ARM ont at. puriMs salon les techniques bian connuas da rhomme 

30 utms"^'!"; ''""'"'""^ = ^« i"'^ - 

.sen, ,a technique d'extraction ■•.hiocyanate de guanidium/ph.noi. 
hlorcorme- d.crite par P. Chomczyns.i at N. Sacohi (Anal. Biocham. ,987 
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Exemple 4 : Techniques de biologie moleculaire 

Toutes les constructions de plasmides ont ete realisees en utilisant les 
techniques standards de biologie moleculaire decrites par J. Sambrook et aL 
(Molecular Cloning: A Laboratory Manual, T""^ Edition, Cold Spring Harbor 
5 Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). Tous les fragnnents de 
restriction utilises pour la presente invention ont ete isoles en utilisant le kit 
"Geneclean" (BI0101 Inc. La Jolla, CA), 

Exempla 5 : Technique de RT-PCR 

1 0 Des oligonucleotides specifiques (comportant a leurs extremites 5' des sites de 
restriction pour faciliter le clonage des fragments amplifies) ont ete synthetis6s 
de telle facon qu'ils couvrent entiSrement les regions codantes des genes 
devant etre amplifies (voir exemples specifiques). La reaction de transcription 
inverse (RT) et rampltfication en chaine par polymerase (PCR) ont ete' 

15 effectuees selon les techniques standards (J. Sambrook et aL Molecular 
Cloning: A Laboratory ManuaL 2"^ Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold 
Spring Harbor. New York. 1989). Chaque reaction de RT-PCR a 6t6 faite avec 
un couple d'amplimers specifiques et en prenant comme matrice TARN 
genomique viral extrait. L'ADN compl6mentaire amplifi6 a et§ extrait au 

20 phenol/chloroforme/alcool isoamylique (25:24:1) avant d'etre diger6 par les 
enzymes de restriction. 

Exemple 6 : plasmlde pVR1012 

Le plasmide pVR1012 (Figure N** 1) a et6 obtenu aupres de Vical Inc. San 
25 Diego, CA, USA. Sa construction a 6t6 d^crite dans J, Hartikka et al. (Human 
Gene Therapy. 1996. 7. 1205-1217). 

Exemple 7 : Construction du plasmide pPB156 (gene BHV-1 gB) 

L'ADN genomique de I'herpesvirus bovin BHV-1 (Souche ST) (Leung-Tack P. et 
30 a/. Virology. 1 994. 1 99. 409-421 ) a et6 prepare selon la technique decrite dans 
I'exemple 2 a ete digere par BamH\. Apres purification, le fragment BamHI- 
BamHl de 1 8 kpb a ete clone dans le vecteur pBR322 prealablement digere par 
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BamHI. pour donner le plasmide plBR-4-BamHI f22 kpb» 

Le pJasmrde plBR.4-BamHI a dt^ ensuite digere par SaA n.ur rs - 

1 {Figure N«» 2 et SEQ fD N" T» , ao au BMV- 

fragment a 6td clon6 dan« lo 

------- pa. , j::;: ;r;: 

Le p,a»„i<„ p.BR.6.8-S=., = M d.fl^rt par B,m pour „ 

' herpesvirus bovinlBHV.lMfragment A). P'OK.re gB de 

'0 Un, reaction de PCR e 4,* ,«a«,«, TADN genominue de ,-H ■ 

P8234 (30 mer) (SEQ ID N« 2) 



— iww Mici/ iiac\j lu r*** 2; _ 1 

S'TTGTCGACATGGCCGCTCGCGGCGGTQCTG 3' 
B235 (21 mer) fSPO in mo 



Pa235 (21 mer) (SEQ ID N' 3) 
15 5-GCAQGGCAQCQGCTAQCGCGQ 3- 

pour isoler „ p,r«e 5' du g*„. codant po«r ,a glycoprot«„e gB du BHV 1 
Apr., purr,i=,„n. produit d. PCR d, , 53 p5 , d,g*r* par S^n !. T , 
pour isCr ur, fragn,en, SalNN^e, d. ,45 pb .fragment B, 
Le, ,rag™„„ A „ B on, 4« .ig.,.r., en„mbl. avec ,e vecteur pVR,012 

PP8158 (7891 pb) (Haura.N» 3). 

Exempl. 8 : C.n.«,e«on d« p|„„,„, ^^8087 (fl»na BHV-I gD, 

r-- ---rd::::a:rrre;^ 

olrgonucl6otides suivants: ^ ^ et avec les 

AB162 (31 mer) (SEQ ID N« 4) 

5'AAACTGCAGATGCAAGGGCCGACATTGGCCG 3' 
30 AB163 (27 mer) (SEQ ID 5) 

5'ATCTTGTACCATATGACCGTGGCGTTG 3' 
pour amplifier la partie 5' du ^ 

paaie 5 du g6na codant pour la glycoprotoine gD de 
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('herpesvirus bovin (BHV-1) (N° d'acces sequence GenBank = L26360) sous 
la form? d'un fragment PGR de 338 pb. Apres purification, ce fragment a ete 
digere par Pst\ at Nde\ pour isoler un fragment Pstl-Ndel de 317 pb (fragment 
A). 

5 Le plasmide pBHVOOl (P. Leung-Tack ef a/. Virology. 1994. 199. 409-421.) a 
ete digere par Nde\ et Sty\ pour liberer un fragment de 942 pb contenant la 
partie 3' du gene codant pour la glycoproteine gD du BHV-1 (fragment B). 
Les fragments A et B ont ete ligatures ensemble avec le vecteur pVR1012 
(exemple 6), prealablement digere avec Pst\ et Xba\, pour donner le plasmide . 
10 pAB087 (6134 pb) (Figure N° 4). 

Exemple 9 : Construction du plasmide pABOII (gene BRSV F) 

Une reactior^^^ RT-PCR selon ra"technique dicrite dans I'exemple 5- a et6 
realisee avec I'ARN genomique du virus respiratoire syncytial bovin (BRSV)* 
1 5 (Souche 391-2) (R. Lerchef a/. Virology. 1991, 181. 1 18-131), prepar6 comma 
indique dans I'exemple 3, et avec les oligonucleotides suivants: 
AB026 (33 mer) (SEQ ID N° 6) 

5'AAAACTGCAGGGATGGCGGCAACAGCCATGAGG 3' 
AB027 (31 mer) (SEQ ID 7) 

20 5'CGCGGATCCTCATTTACTAAAGGAAAGATTG 3' 

pour isoler le g6ne codant pour la glycoproteine de fusion F (BRSV F) sous la 
forme d'un fragment PGR de 1734 pb. Aprfes purification, ce fragment a 6t6 
dig6r§ par Pst\ et BamH\ pour isoler un fragment Pstl-BamHI de 1717 pb, Ce 
fragment a 6t6 ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 6), prealablement 

25 diger6 avec Pst\ et BamH\, pour donner le plasmide pABOl 1 (6587 pb) (Figure 
N° 5). 

Exemple 10 : Construction du plasmide pAB012 (gene BRSV G) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique d6crite dans I'exemple 5 a ete 
30 r6alisee avec I'ARN genomique du virus respiratoire syncytial bovin (BRSV) 
(Souche 391-2) (R. Lerch ef a/. J. Virology. 1990. 64. 5559-5569) et avec les 
oligonucleotides suivants: 
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AB028 (32 mer) (SEQ ID N° 8) 

5'AAAACTGCAGATGTCCAACCATACCCATCATC 3' 
AB029 (35 mer) (SEQ ID 9) 

5'CGCGGATCCCTAGATCTGTGTAGTTGATTGATTTG 3' 
5 pour isoler le g.ne codant pour la proteins G (BRSV G) sous la forme d'un 
fragment PCH de 780 p.. Apr.s purification, ce fragment a .t. dig.., p . 
at ...HI pour isoler un fragment Pst.-BamH, d. 763 p.. Ce fragment a . 
..gature avec le vecteur pVR1012 (exemp.e 6,, pr.alablement dig.., avec ... 
et BamHl pour donner le plasmide pAB012 (5634 pb) (Figure No.6). 

Exemple 1 1 : Construction du plasmide pAB058 (gene BVDV C) 
Une reaction RT-PCR se.on la technique decrite dans .'exemple 5 a .t. realisee 
avec I'ARN g.nomique- du virus de la diarrhea vira.e bovine" .ByDV-nSouche 
Osloss) (L. De Moer.ooze er J. Gen. Virol. 1993. 74. 1433-1438), pr.par.- 
15 selon la technique d.crite dans I'exemp.e 3 et avec les o.igonuC.otides 
suivants: 

ABIIO (35 mer) (SEQ ID N<» 10) 

5'AAAACTGCAGATGTCCGACACAAAAGCAGAAGGGG 3' 
ABin (47 mer) (SEQ ID N° 11) 

20 B-CGCGGATCCTCAATAAAAATCATTCCCACTQCGACTTGAAACAAAAC 3' 
pou, annplifier un fragment de 342 pb con.enan, ,e gene codan, pour ,a pro.eine 
de capside C du virus BVDV. Apr^s purification, le produit de RT-PCR a 6t6 
d.g^r^ par et B.n,H, pour donner un fragment Pstl-BamHI de 324 pb 
Ce fragment a .t. ligature aveo lo vecteur pVRI 01 2 (example 6), prealablemen, 

25 d,ge^re avec et SamHI, pour donner le plasmide pAB058 ,5183 pbl (Figure 

Example 12 : Construction du plasmide pAB059 ("gina- BVDV El) 
Une reaction RT-PCR selon ,a technigue d.crite dans rexemple 5 a realisee 
avec I'ARN genomigue du virus de la diarrhea virale bovine IBVDV, (Souche 
Osloss, ,L. De Moerloo.e era/, J. Gen. Virol. 1993. 74. 1433-1438, et avec 

les oligonucleotides suivants: 
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AB1 14 (32 mer) (SEQ ID N° 12) 

5'ACGCGTCGACATGAAGAAACTAGAGAAAGCCC 3' 
AB1 15 (33 mer) (SEQ ID N° 13) 

5'CGCGGATCCTCAGCCGGGTTTGCAAACTGGGAG 3' 
5 pour isoler la sequence codant pour la proteine El du virus BVDV sous la forme 
d'un fragment PGR de 1 381 pb. Apres purification, ce fragment a ete digere par 
SaJ] at BamHl pour donner un fragment Sall-BamHI de 1367 pb. 
Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVRI 01 2 (example 6), prealablament 
digere avec Sa/\ et BamH\, pour donner le piasmide pAB059 (6236 pb) (Figure 
10 N*^ 8). 

Exemple 13 : Construction du piasmide pAB060 ("gene" BVDV E2) 

Une reaction RT-PCR selon la technique d6crite dans I'exemple 5 a et6 realis6e 

avec I'ARN genomique du virus de la diarrhee virale bovine (BVDV) (Souch^ 

15 Osloss) (L. De Moerlooze era/. J. Gen. Virol. 1993, 74. 1433-1438) et avec 
les oligonucleotides suivants: 
AB116 (36 mer) (SEQ ID 14) 
. 5'ACGCGTCGACATGACGACTACTGCATTCCTGGTATG 3' 
AB117 (33 mer) (SEQ ID N° 15) 

20 5'CGCGGATCCTCATTGACGTCCCGAGGTCATTTG 3' 

pour isoler la sequence codant pour la proteine E2 du virus BVDV sous la forme 
d'un fragment PGR de 1 252 pb. Aprds purification, ce fragment a et6 diger6 par 
Sa/\ et BamHl pour donner un fragment Sall-BamHI de 1238 pb. 
Ce fragment a et6 Iigatur6 avec le vecteur pVR1 01 2 (exemple 6), prealablement 

25 digere avec Sail et BamH\, pour donner le piasmide pAB060 (6107 pb) (Figure 
N° 9). 

Exemple 14 : Construction du piasmide pAB071 (gene BPIV HN) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 5 a ete 
30 r^alisee avec I'ARN genomique du virus parainfluenza bovin de type 3 (PI3 = 
BPIV) et avec les oligonucleotides suivants: 
AB130 (33 mer) (SEQ ID N° 16) 
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5TTTGTCGACATGGAATATTGGAAACACACAAAC 3' 
AB131 (33 mer) (SEQ ID N° 17) 

5'TTTGGATCCTTAGCTGCAGTTTTTCGGAACTTC 3' 

pour isoler le gene codant pour la glycoproteine HN du BPIV (sequence du gene 
5 HN deposee par H. Shibuta en 1 987. No d'acces de la sequence sur GenBank 
= Y001 1 5) sous la forme d'un fragment PGR de 1 737 pb. Apres purification 
ce fragment a ete digere par Sa/I et ^a,.HI pour isoler un fragment SaII-BamHl' 
de 1 725 pb. Ce fragment a ete ligature avec le vecteur pVRIOl 2 (exemple 6) 
prealablement digere avec et BamHl pour donner le plasmide pAB07l' 
10 (6593 pb) (Figure N° 10). 

Exemple 15 : Construction du plasmklepAB072 (gene BPIV F) 
Une reaction de RT-PCR selon la te^hniqWd^cnte d^^^^^^^ 3 
realises avec i'ARN genomique du virus parainfluenza bovin de type 3 (PI3 =• 
1 5 BPIV) et avec les oligonucleotides suivants: 
AB1 32 (30 mer) (SEQ ID NO 18) 

5'TTTGTCGACATGATCATCACAAACACAATC 3' 
AB1 33 (30 mer) (SEQ Id N" 19) 

5TTTGGATCCTCATTGTCTACTTGTTAGTAC 3' 

20 pour isoler le gene codant pour la prot^ine F du BPIV (sequence du gene F 
deposee par H. Shibuta en 1987. d'acc6s de la sequence sur GenBank = 
Y001 1 5) sous la forme d'un fragment PCR de 1 641 pb. Apr6s purification ce 
fragment a 6t6 dig6r6 par Sa/I et BamH\ pour isoler un fragment SalLBamHI de 
1629 pb. Ce fragment a 4t6 ligature avec le vecteur pVR1012 (exemple 6) 

25 prealablement dig^r^ avec Sa/I et BamHl, pour donner le plasmide pAB072 
(6497 pb) (Figure 11). 

Exemple 16 : Preparation et purification des plasmides 

Pour la preparation des plasmides destines ^ la vaccination des animaux on 
30 peut utiliser toute technique permettant d'obtenir une suspension de plasmides 
punfies majoritairement sous forme superenroulee. Ces techniques sont bien 
connues de I'homme de I'art. On peut citer en particulier la technique de lyse 
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alcaiine suivie de deux ultracentrifugations successives sur gradient de chlorure 
de cesium en presence de bromure d'ethidium telle que decrite dans J. 
Sambrook et aL (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2"^ Edition. Cold 
Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). On peut se 
5 referer egalement aux demandes de brevet PCT WO 95/21250 et PCT WO 
96/02658 qui decrivent des methodes pour produire a Techelle industrielle des 
plasmides utilisables pour la vaccination. Pour les besoins de la fabrication des 
vaccins (voir exemple 1 7), les ptasmides purifies sont resuspendus de maniere 
a obtenir des solutions a haute concentration ( > 2 mg/mi) compatibles avec 
1 0 le stockage. Pour ce faire, les plasmides sont resuspendus soit en eau ultrapure, 
soit en tampon TE (Tris-HCI 10 mM; EDTA 1 mM, pH 8,0). 

Exemple"T7 : Fabrication des vaccins associes : . I . _ " 

Les divers plasmides necessaires k la fabrication d'un vaccin associe sont 

15 melanges a partir de leurs solutions concentrees (exemple 16), Les melanges 
sont realises de telle maniere que la concentration finale de chaque plasmide 
corresponds a la dose efficace de chaque plasmide. Les solutions utilisables 
pour ajuster la concentration finale du vaccin peuvent etre soit une solution 
NACl a 0,9 % , soit du tampon PBS. 

20 Des formulations particulieres telles que les liposomes, les lipides cationiques, 
peuvent aussi etre mises en oeuvre pour la fabrication des vaccins. 

Exempie 18 : Vaccination des bovtns 

Les bovins sont vaccines avec des doses de 100 ^/g, 250 fjq ou 500 /yg par 
25 plasmide. Les injections sont realis^es k I'aiguille par voie intramusculaire soit 
au niveau du muscle gluteus, soit au niveau des muscles du cou. Les doses 
vaccinales sont administrees sous des volumes compris entre 1 et 5 ml. 



wo 98/03200 



17 



PCT/FR97/01325 



^^^IVENDICATIONS 



1* Formule de vam-in u 

vaccm bovin centre la n^^rhoi^ • 
resp.ratoxre des bovins, co^p.enan. .oins trois vaX.ncl 
vaccn polynucl^cidi^. co.prenan. chacun. un ' l, ^ f 
xntegran., da .ani«e 4 l-expri.er in vivo dais L cllTl 
hotes. un gene d-une valence d. n,rh - cellules 
ces valences etan. chcisies pa^i 1 " -=P"a"ire bovin, 

herpes bovin, vir.s resXato.^. — i"anc en virus 

.aladie des ^u^euses e. v Ls pi'liri: "^'T 

^^ vijTus parainfluenza de tvr>e i 

Plas..des co^prenant, pour cha^e valence, un ou plu.Teur3 des 
genes cho.sis parmi le groupe consiscanc en gB et „r- ? 

..... ..„„..., „ „ , -™ 

2. Formule de var-r-ir. 

3. Formule de vaccin cot ^.^ i 

.... vaccin selon la revendication 1 ou o 

:::::r;rn ^Vais^;:";. "™ - - - - --^ 

diff arenas. °" "^^^ Pl--des 

ce ^■elrCrt:^t: " — ^^^^^^ - 

=nt^-- aans Z 

caracte.-^^""'' revendication 1 ou 2 

caracterxsee en ce que le plas.ide pour le virus de la .alad.e 
des muqueuses comprend le gene E2 . maiadie 

6. Formule de vaccin <5*»lr,r. i =. 

. . va<-cin seion la revendication 1 on o 

g nes codanTr ''"^ ™ ^^"""^ 

7. For^ule de vaccin selon Vense^le des revendicacions 



wo 98/03200 PC i/rR97/0i325 

18 

La 6 . 

8. Formula de vaccin selon 1 ' une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterisee en ce qu'il comprend de 10 
ng a 1 mg, de preference de 100 ng a 500 jig plus 

5 pref erentiellement: encore de 1 |ig a 250 |ig de chaque plasmide, 

9. Utilisation d'un ou de plusieurs plasmides tels que 
decrits dans I'une quelconque des revendications 1 a 8, pour la 
fabrication d'un vaccin destine a vacciner les bovins primo- 
vaccines au moyen d'un premier vaccin choisi dans le groupe 

10 consistant en vaccin entier vivant, vaccin entier inactive, 
vaccin de sous -unite, vaccin recombinant, ce premier vaccin 
presentant le ou les antigene(s) code(s) par le ou les 
plasmide{s) ou antigene(s) assurant une protection croisee. 

10. Kit de vaccination regroupant une formule de vaccin 
15 selon I'une quelconque des revendications 1 a 8 et un vaccin 

choisi dans le groupe consistant- en-vaccin entier vivant, 
vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite, vaccdn 
recombinant, ce premier vaccin presentant I'antigene code par 
le vaccin polynucleotidique ou un antigene assurant une 
20 protection croisee, pour une administration de ce dernier en 
primo-vaccination et pour un rappel, avec la formule de vaccin. 

11. Formule de vaccin selon I'une quelconque des 
revendications 1 A 8, accompagn^e d'une notice indiquant que 
cette formule est utilisable en rappel d'un premier vaccin 

25 choisi dans le groupe consistant en vaccin entier vivant, 
vaccin entier inactive, vaccin de sous-unite, vaccin 
recombinant, ce premier vaccin presentant I'antigene code par 
le vaccin polynucleotidique ou un antigene assurant une 
protection croisee. 

30 
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^ J D 9 ACCG ACGGCA^TATGGCC \TCATCr - ^r-n^^^ 

2"! 53 CTCGTCGCCGCTTTCCTG-crTArrr-^^. ValLeuAlaGly 
2 521 CTGTACCCGATCACCArnr-^r-^^, * 




92 5 > ProMetAlaAspvalGlyGlyAla 
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BHV-1 ST 
ADN genomique 



BamHi Fragment BamHI de 18 Kb 

► H 




Sail 



BHV.1 ST 
ADN genomique 



Hindlll 



7497 237 



Sall-Nhttl 



CMVIE 

Promotcur/Activatcur 
920 



CMV E 
5* UT 




Hinfl 



8glll 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 25) 
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vateur 



2654 Bglll 



FEUILLE DE REMPLACEMEN7 (REGIE 26) . 
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Hindi! 



4066. 



376 



237 



CMVE 

Promoicur/Aciuvatcur 



920 




GMV-E- 
5'~UT " 



2750 "T*^™ 



amHI 

Bgill 
2203 
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